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論文内容要旨
目 的
 赤血球,白血球等の血液細胞の母細胞である多能性幹細胞pluripotentstemce11の研究は,
 1978年Fauser及びMessnerによってCFU-GEMM(granulocyte,erythroblast,ma-
 crophageandmegakaryoctecolonyformingunit)の培養がはじめて報告されて以来,数
 多く発表されている。しかし,その実験方法は,各研究者により種々様々であり,統一されたも
 のは未だ決まっていない。今回我々は,CFU-GEMM分析法において,plathlgefficiencyを
 高め,かつ培養条件を一定のものとし,標準化することを試みた。
 また,多能性幹細胞の成熟,'分化において外部の環境や刺激因子が,どの様に調節しているか
 を明らかにするために実験費行なったので,その結果を報告する。
方 法
 健常人10人の骨髄細胞を用い,Fauser及びMessnerの方法に準じ,CFU-GEMMassay
 を行なった。骨髄血より,Fico11-Hypoquegradientを用い単核細胞層を集め,20%ウシ胎児
 血清二FCSを含んだRPMI1640溶液で洗った後,adherentce11を除去し,nolladherent
 ce11浮遊液を作成した。またconditiolledmediumはPHA-LCMの代りにPHA-bone
 marrowconditionedmedium=PHA-BMCMを用いた。骨髄nonadherentce112×105
 個/認をエリスロポエチン2U/plate,10%PHA-BMCM,20%FCS,3%軟寒天を含ん
 だRPMI1640溶液で溶解し,培養血に1濯ずつ入れ5%CO2,湿度100%,37℃で培養した。
 また,この培養法の他,300μg/認purifiedhumantransferrin及び0.8×10-7MFeC13添加,
 更に20%ヒト新鮮自己血漿を添加する実験系を用い,コロニー形成能について検討を加えた。コ
 ロニーは培養7,10,14日目にカウントした後,すべてを先の細いパスツール・ピペットで取り
 出し,May-Giemsa染色を行ない,形態学的分析を行なった。erythroidcolonyと同定された
 コロニーは,すべてerythroidcellから構成されているものをCFU-E(8～64cells/colony)
 とBFU-E(>64cells/colonyまたは8個以上の細胞から成るsubcolonyが3個以上のもの)に
 分け,mixederythroidcolonyをCFU-GEMM(erythroidcel18～64cells/colony)
 とBFU-GEMM(>64cells/colonyまたは多数のerythroidsubcolonyから成るもの)に
 分類した。
 次にヒト骨髄nonadherentce11を10%PHA-BMCM,20%FCS,20%新鮮自己血漿と
 共に培養開始後3日目,5日目,7日目と種々の時期にエリスロポエチン2U/plateを各培養皿
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 に加え,コロニー形成能を調べた。
結果
 各種培養条件下でのCFU-GEMMassayにおけるコロニー数およびコロニータイプをみると,
 FCSとエリスロポエチンのみで培養を行なうと,macrophagecolony,granulocyte-mac-
 rophagecolonyの割合が高く,erythroidcoionyの形成は低かったがPHA-BMCM添加,
 トランスフェリンと鉄添加と順次erythroidcolonyの割合増加を認め,新鮮自己血漿を添加す
 るとplatingefficiencyがFCSとエリスロポエチンのみで培養した場合の3～4倍に増加した。
 コロニーの種類では,主に,erythroidcolonyが増加した。従ってerythroidcolonyの観察,
 多能性幹細胞の研究には,新鮮自己血漿を用いた方法が質的,量的に最も適していると思われた。
 エリスロポエチン遅延添加実験では,培養開始時と3日目にエリスロポエチンを添加した場合
 ではBFU-GEMMの形成に著変は認められなかったが,5日目以降にエリスロポエチンを添加
 するとBFU-GEMMの形成は急激に低下した。しかしCFU-GEMMの形成はエリスロポエチ
 ンを遅延添加しても変化をみなかった。granulocyte-macrophagecolony,macrophage
 colonyの形成はエリスロポエチンの遅延添加により減少しなかった。またコロニー数については,
 培養5日目以降にエリスロポエチンを添加すると,最初からエリスロポエチンを加えた場合の50
 ～70%であった。
考案
 エリスロポエチンにPHA-BMCMを加えると,加えない場合よりerythropoiesisが促進さ
 れ,更に新鮮自己血漿を用いると,著明なburstの増加によるplatingefficiencyの増加を認め
 たことより,血清,PHA-BMCM中には造血,中でもerythropoiesisを支持する因子が多く
 含まれていることが推測された。従ってエリスロポエチン遅延添加実験では、PHA-BMCMに
 新鮮自己血漿を加える方法を用いた。
 遅延添加実験では,5日目以降にエリスロポエチンを添加するとmixedcolony(中でもBFU-
 GEMM)の形成が急激に減少したことより,pluripotentstemsellに近い段階にmulti
 colonystimulating-factor,エリスロポエチン等が作用し,BFU-GEMM形成を促進する
 が,5日目以降の分化したst6mcellに対しては,もはやBPU-GEMM形成は促進しえないも
 のと考えられた。
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 審査結果の要旨
 この研究は多能性幹細胞の研究に用いられるCFU-GEMM(granulocyte,erythroblast,
 macrophageandmegakaryocytecolonyformingunit)の培養のplatingefficiency
 を高め,かつ培養条件を標準化することを試み,また,多能性幹細胞の成熟・分化において外部
 の環境や刺激因子がどの様に調節しているかを明らかにするために行ったものである。
 方法はFauser及びMessnerの方法に準じ,健常人10人の骨髄細胞を用い,CFU-GEMM
 assayを行った。conditlonedmediumはPHA-LCMの代りにPHA-bonemarrowcon-
 ditionedmedium(PHA-BMCM)を用いた,また300μg/mlpurifiedhumantmsfer-
 rin及び0・8×1r7MFecb添加,更に20%ヒト新鮮自己血漿を添加する実験系を用い,コロニー
 形成能について検討を加えた。コロニーは培養7,10,14日目にカウントし,すべてを先の細い
 パスツールピペットで取り出し,形態学的分析を行った。次にErythropoetin(EPO)のみ
 を培養3,5,7日目に添加した場合のコロニー形成能についても調べ,次の成績を得ている。
 各種培養条件下でのCFU-GEMMassayにおけるコロニー数及びコロニータイプをみると,
 FCSとEPOのみで培養すると,macrophagecolony,Granulocyte-Mocrophagecolo-
 nyの割合が高く,PHA-BMCM添加,transferrinとFeC13添加と順次erythroidcolony
 の割合増加を認め,新鮮目己血漿を添加するとplatingefficiencyが3～4倍増加し,主にer-
 ythroidcolonyが増加した。EPO遅延添加実験では,数,構成細胞のタイプとも,ほぼ同様
 であったが,5日目以降にEPOを添加すると,BFU-GEMM(granulocyte,erythroblast
 macrophageandmegakaryocyteburstformingunit)の形成は急激に低下した。EP
 OにPHA-BMCMを加えると,加えない場合よりerythrocytosisが促進され,更に新鮮自己
 血漿を用いると著明なburstの増加によるplatingefficiencyの増加を認めたことより,著者
 は血清,PHA-BMCM中に造血中でもerythropoiesisを支持する因子が多く含まれている
 ことを推測し,EPO遅延添加実験では,PHA-BMCMに新鮮自己血漿を加える方法を用いて
 いる。遅延添加実験では,5日目以降にEPOを添加するとmixedcolony(中でもBFU-GE
 MM)の形成が急激に減少したことより,著者はpluripotentstemcellに近い段階にmulti
 colonystimulatingfactor,EPO等が作用しBFU-GEMM形成を促進するが5日目以降
 の分化したstemce11に対しては,もはやBFU-GEMM形成は促進しえないものとしている。
 この研究は,幹細胞の研究方法に重要な知見を加えたものであり,学位授与に値する。
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